










体的可行性 。方法　构建编码HBV Pre S1 全序列或部分序列与酵母蛋白 GAL 4 DNA 结合区域融合
蛋白的酵母表达质粒 , 应用这些质粒转化酵母报道菌株 SFY526 ,检测 β-半乳糖苷酶活性作为酵母中
转录激活的指标。构建编码 Pre S1 全序列与 GAL4 DNA 结合区域融合蛋白的哺乳动物细胞表达质
粒 ,与 CAT 报道质粒共转染肝癌细胞系 Huh-7 ,使用薄层层析法检测细胞提取物的氯霉素乙酰转移酶
活性。结果　全序列 Pre S1 蛋白与 GAL4 DNA 结合区域的融合蛋白在酵母细胞中呈现转录激活功
能 ,其转录激活序列被定位于 Pre S1第 21 ～ 47 氨基酸之间。全序列 Pre S1 蛋白与 GAL 4 DNA 结合区
域的融合蛋白在哺乳动物细胞中未呈现转录激活功能。结论　HBV Pre S1蛋白在酵母细胞中的转录




Transcriptional activation function of hepatitis B virus Pre S1 protein in yeast　XIAO Shengxiang ＊ , CHU
Yonglie , PENG Xuanxian , WANG Cuiling , XIAO Shengbin , WU Yanhong , CAO Zhenping.＊ Laboratory of Molecu-
lar Biology , Institute of Dermatology , The Second Hospital , Xi′an J iaotong University , Xi′an 710004 , China
【Abstract】　Objective　To explore the feasibility of cloning of the hepatocyte receptor interacting with the
Pre S1 protein of HBV by two hybrid system.Methods　Yeast expression plasmids encoding fusion proteins of full
length or portions of Pre S1 of HBV and DNA binding domain of yeast protein GAL4 were constructed and used to
transform yeast reporter strain SFY526.Reporter gene product β-galactosidase activity was assayed as a measure of
transcription activation in yeast.Mammalian expression plasmid encoding fusion proteins of full length Pre S1 and
DNA binding domain of GAL4 was constructed and used to cotransfect hepatoma cell line Huh-7 together with CAT
reporter plasmid.Cell extracts were assayed for CAT activity by thin-layer chromatography.Results　The fusion
proteins of full length Pre S1 protein and GAL4 DNA binding domain present transcriptional activation function in
yeast.The transcription activating sequence is localized to the 21 to 47 amino acids of Pre S1 protein.Fusion pro-
teins of full length Pre S1 and GAL 4 DNA binding domain do not show transcriptional activation function in mam-
malian cells.Conclusion　The transcriptional activating sequence of HBV Pre S1 protein in yeast overlaps the hep-
atocyte receptor binding site.The transcriptional activation function of HBV Pre S1 protein in yeast may prevent
researchers from using yeast two hybrid system to clone HBV receptor interacting with Pre S1 protein.However , the
Pre S1 protein does not show transcriptional activation function in mammalian cells.Mammalian two-hybrid system
may be a practical method to clone the HBV hepatocyte receptor interacting with Pre S1 protein.
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　　实验表明HBV Pre S1蛋白与肝细胞受体结合 。 Pre S1蛋白的抗体可阻断 HBV毒粒与肝细胞质膜
















用于肝细胞 cDNA文库筛选 、克隆 HBV肝细胞受体




GAL 4 DNA结合区域融合蛋白 ,在酵母中对 Pre S1
蛋白的转录激活序列进行了定位。
1　材料和方法
1.1　质粒　PGBT9是一个 5.4 kb的 DNA 结合区域




PCL1为 15.3 kb的阳性对照质粒 ,编码和表达全序
列野生型GAL 4蛋白和亮氨酸。
1.2　酵母报道菌株　SFY526含有GAL 4上游激活
序列控制下的 lac Z报道基因。HF7C含有GAL 4反
应序列控制下的两个报道基因:lac Z 和 HIS 3(组氨
酸)基因。SFY 526 和 HF7C 具有转化标记 trp 和
leu 。所有上述质粒和酵母报道菌株均为美国 Clon-
tech公司Matchmaker双杂交体系统的组成成分。
1.3　HBV Pre S1全序列或部分序列与GAL DNA 结
合区域融合蛋白酵母表达质粒的构建 　PCR 扩增
Pre S1片段 ,使其 5′端含有 EcoR Ⅰ切点 ,3′端含有
Sal Ⅰ切点 ,将其插入质粒 PGBT9 。通过测序证实融
合基因的序列和阅读框架 。
1.4　HBV Pre S1全序列与 GAL4 DNA 结合区域融
合蛋白哺乳动物细胞表达质粒的构建　将Pre S1全
序列克隆到质粒 pPC62的 Sal Ⅰ和 Spel Ⅰ位点
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切取 pPC62 Hind Ⅲ与 Not Ⅰ之间的片段 ,该片段含
有GAL4 DNA结合区域和 Pre S1 序列融合基因 ,将
该片段插入到哺乳动物细胞表达质粒PCMV β(Clon-
tech)的两个 Not Ⅰ位点。形成的重组质粒命名为









培养皿上 ,37℃孵育。SSX培养基的成分为:6.7 g L
酵母氮源(nitrogen base ,不含氨基酸)、14 g 琼脂 、75
mg X-gal 、100ml 1 mol L磷酸钾(pH7.0)、100ml 20%
的蔗糖 、100 ml不含色氨酸或色氨酸和亮氨酸的
10×氨基酸溶液 ,加水至 1 L。
1.7　DNA转染及 CAT 检测　肝癌细胞系 Huh-7的
转染采用磷酸钙法 。用 5 μg 的 CAT 报道质粒即含
有 6 个 GAL4 结合位点的 pG6(-119)HIV LTR
ΔΣΑR或不含 GAL 4结合位点的 PHIV-ICAT(-121 
+232)与质粒pCMV S1(pCMV S1编码GAL4 DNA结
合区域与Pre S1 的融合蛋白)转染肝癌细胞系 Huh-







2.1　HBV Pre S1全序列或部分序列与 GAL4 DNA
结合区域融合蛋白在酵母细胞中呈现转录激活功能
　应用编码 Pre S1全序列与GAL4 DNA结合区域融
合蛋白的酵母表达质粒(PGBT9-S1)转化酵母报道菌
株 SFY526 ,将转化菌接种于不含色氨酸的选择培养
基 ,37℃孵育至菌落直径达到 1 ～ 2 mm 。将菌落转
移到 SSX培养皿 , 37℃, 3 h 后菌落变成蓝色 。表明
Pre S1全序列与GAL 4 DNA结合区域融合蛋白在酵




选 ,未发现阳性克隆 。这一结果进一步提示 Pre S1
71-119aa构成的片段不是肝细胞受体结合位点。
2.2　HBV Pre S1全序列与 GAL 4 DNA 结合区域融
合蛋白在哺乳动物细胞中的转录激活功能　为了确
定HBV Pre S1 蛋白在哺乳动物细胞中是否能激活
转录 ,将编码GAL 4 DNA结合区域与 Pre S1蛋白融
合蛋白的 PCMVS1或 PCMVβ 作为对照 ,分别与 CAT
报道质粒PG6(-119)HIV LTR ΔTAR和PHIV-1 CAT
(-121 +232)转染入肝癌细胞 Huh-7。Pre S1蛋白
与GAL 4 DNA 结合区域融合蛋白未能激活携带有
GAL4结合位点的启动子控制下的 CAT 基因的转
录 。
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表 1　HBV Pre S1蛋白在酵母中的转录激活功能
Tab.1　Transcriptional activation by HBV Pre S1 protein in yeast
GAL 4 DNA结合区域或融合蛋白
GAL 4 DNA binding domain or fusions
GAL 4 DNA激活区域










PGBT9 - -Trp＊ W -#
PCL1 - -Leu＊＊ B +##
- PGAD424 -Leu W -
PGBT9 PGAD424 -Trp , -LeuΔ W -
PGBT9-S1(full length) - -Trp B +
PGBT9-S1(12-91AA) - -Trp W -
PGBT9-S1(12-91AA) PGAD424 -Trp , -Leu B +
PGBT9-S1(71-119AA) - -Trp W -
PGBT9-S1(71-119AA) PGAD424 -Trp , -Leu W -
PGBT9-S1(21-47AA) - -Trp B +
　　＊不含色氨酸;＊＊不含亮氨酸;Δ不含色氨酸和亮氨酸;#无转录激活;##转录激活;B:蓝色;W:白色
＊Selection mediumminus tryptophan.＊＊Selection medium minus leucine.ΔSelection medium minus t ryptophan and leucine.#No transcription activation.
##Transcription activat ion.B:blue.W:white
3　讨论





Pre S1蛋白)的转录激活序列 。通过检测 3 个缺失
重组体 ,结果表明 ,Pre S1(12-91AA)与GAL 4DNA结
合区域融合蛋白在酵母中有GAL 4转录激活区域存
在时激活转录 ,Pre S1(21-47AA)与 GAL 4 DNA结合
区域融合蛋白在酵母中具有转录激活功能。以前研
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